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【要約】 
 
Annexin II and stromal Tenascin C expressions promote epithelial to 
mesenchymal transition and correlate with distant metastasis in 
pancreatic cancer 
（膵癌におけるAnnexin	IIと間質Tenascin	C発現は上皮間葉系移行を促
進し、遠隔転移と関連する） 
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 【背景】膵癌は、早期診断が困難であり、浸潤転移能が高く、治療抵抗性であるために、
未だ非常に予後不良である。膵癌の予後改善には、癌進展に関与する詳細な分子機構の解
明が急務である。 
	 Annexin II（ANX2）は、カルシウム依存性リン脂質結合タンパク質であり、膜・細胞骨
格の構成やイオンチャネル活性の調節に関わる annexin ファミリータンパクの一つである。
Diaz らは、組織プラスミノーゲン活性化因子（tPA）が膵癌細胞膜上の ANX2 に特異的に
結合し、癌細胞浸潤を亢進することを示した。また、ANX2 は膵癌細胞の上皮間葉系移行
や、マウス膵癌モデルにおける肝転移に寄与することも報告されている。我々はこれまで
に、2 次元電気泳動法による網羅的タンパク発現の比較解析により、ANX2 が膵癌における
ゲムシタビン耐性因子であることを同定した。さらに、膵癌細胞内のシグナル伝達経路の
網羅的解析により、ANX2 発現が Akt/mTOR シグナル伝達経路を活性化することでゲムシ
タビン耐性に関与することを明らかにしてきた。これらの知見より、ANX2 は膵癌進展に
おいて重要な役割を担っていると考えられる。 
	 膵癌の組織学的特徴として、癌細胞周囲の豊富な間質反応がある。間質は膵星状細胞、
癌関連線維芽細胞、マクロファージなどの免疫細胞、細胞外マトリックスから構成され、
癌細胞と間質成分との相互作用が膵癌の発癌、転移、治療抵抗性に関わることが研究され
てきている。Tenascin C（TNC）は、癌細胞の浸潤転移を促進する細胞外マトリックス成
分の一つであり、興味深いことに TNC は膵癌細胞の ANX2 に直接結合することが報告さ
れている。しかし、膵癌進行における ANX2 と間質 TNC の相互作用によって誘導される
分子機構は未だ明らかでない。 
	 そこで本研究では、膵癌進展における ANX2 と間質 TNC の相互作用の機能的役割につ
いて解析した。 
【方法】細胞実験では遺伝子改変マウスの膵臓から単離、樹立された膵前癌細胞株である
(Pdx1-cre; LSL-KrasG12D/+) KC 細胞、膵癌細胞株である (Pdx1-cre; LSL-KrasG12D/+; 
p53R172H/+) KPC1、KPC2 細胞、その膵癌肝転移細胞株である KPCLiv 細胞を用いて、ウェ
スタンブロット分析を行い、ANX2 および TNC 発現の上皮間葉系移行への影響について評
価した。また、KC 細胞を用いて 3D 培養を行い、上皮間葉系移行においける細胞形態変化
 に与える影響について検証した。さらに KPC1 細胞を用いて、invasion assay により浸潤
能を、Pancreatosphere formation assay により癌幹細胞性を評価した。細胞株は、特異的
siRNA により ANX2 をノックダウンし、合成 TNC を添加することにより、ANX2 と TNC
の機能について解析した。 
また、2006 年 1 月から 2010 年 12 月までに千葉大学病院肝胆膵外科で治癒切除術を試
行された膵癌切除標本を用いて、ANX2 と TNC の免疫染色を行い、臨床病理学的因子との
相関について分析した。 
【結果・考察】ウェスタンブロット分析にて、ANX2 発現は膵前癌細胞および原発性膵癌
細胞で増強していたが、内因性 TNC は原発性膵癌細胞で発現が高い傾向を認めた。また
ANX2 特異的 siRNA を用いた ANX2 ノックダウンにより ANX2 発現と代表的な上皮/間葉
マーカーである E カドヘリンおよび Vimentin 発現の相関を検証したが、相関は認めなか
った。続いて、外因性 TNC と ANX2 が膵前癌細胞における上皮/間葉マーカー発現に与え
る影響について検証した。合成 TNC への曝露により、膵前癌細胞における E カドヘリン
発現は有意に減弱した（P=0.025）が、ANX2 ノックダウン細胞では発現減弱を認めなった。
以上の結果より、ANX2 および外因性 TNC が膵癌進展において重要なプロセスである膵癌
細胞の間葉系表現型への移行を誘導している可能性が示唆された。 
	 3D 培養では、上皮間葉系移行において、上皮系細胞は spheroid cyst、間葉系細胞は
spindle shaped cells、その中間の細胞は irregular cyst の形態を示す。ANX2 ノックダウ
ン細胞では、コントロール細胞に比べ spindle shaped cell の比率が減少した。合成 TNC
を添加すると、コントロール細胞では有意に spindle shaped cell の割合が有意に増加した
（P=0.001）が、ANX2 ノックダウン細胞では増加しなかった。以上より、ANX2 は膵前
癌細胞が間葉系の形態を維持する機能を有し、ANX2-TNC 相互作用はこれを促進すること
が示唆された。 
	 次に invasion assay にて間葉系細胞の代表的な性質であり、癌転移の重要なプロセスで
ある浸潤能について評価した。ANX2 ノックダウン細胞では浸潤細胞は有意に減少した
（sicontrol vs siANX2-1; P=0.008、sicontrol vs siANX2-2; P=0.01）。合成 TNC を添加す
ると、コントロール細胞では浸潤細胞が有意に増加するが、ANX2 ノックダウン細胞では
 有意な増加は認めず（P=0.039）、ANX2-TNC 相互作用が膵癌細胞の浸潤を促進しているこ
とが示唆された。 
	 癌進展における転移巣形成には、癌細胞がいわゆる癌幹細胞性である自己複製能を有す
ることが必要であり、自己複製能の評価のため、pancreatosphere formation assay を行っ
た。ANX2 ノックダウン細胞では sphere 形成は有意に減少したが、合成 TNC を添加する
とコントロール細胞だけでなく、ANX2ノックダウン細胞でも sphere形成の増加を認めた。
ANX2 および TNC は膵癌細胞の幹細胞性の維持に独立して関与することが示唆された。 
	 膵癌切除標本の ANX2 と TNC の免疫染色では、ANX2 は細胞膜表面に 30%以上染色す
るものを高発現、TNC は癌細胞周囲の間質に染色のあるものを高発現として評価した。
ANX2 は 63%が高発現、TNC は 55％が高発現で、両者の発現の多寡に相関は認めなかっ
た。ANX2 と TNC 発現の臨床的意義を検討するため、ANX2 高発現群における間質 TNC
発現の臨床病理学的因子との相関をみると、TNC 高発現は、ANX2 高発現群におけるリン
パ節転移、遠隔転移、ステージの進行と有意に相関していた。さらに、ANX2・TNC 高発
現群は、治癒切除術後の血行性転移および腹膜播腫再発と有意な相関を示した（P=0.017）。
Kaplan-Meier 分析では、ANX2・TNC 高発現群は、ANX2 高発現・TNC 低発現群よりも
無再発生存期間および全生存期間が有意に短く（P=0.019、P=0.010）、ANX2・TNC 高発
現は膵癌患者の血行性・腹膜播腫再発および予後不良と関連することが示唆された。 
【結論】膵癌進展において、ANX2 と間質 TNC の相互作用は上皮間葉系移行と細胞浸潤を
調節しており、ANX2-TNC axis は膵癌の治療標的として期待される。 
 
